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(54) TJtre: PROCEDE DE PRODUCTION D'ADN THERAPEUTIQUE 

(57) Abstract 

The invention discloses the preparation of DNA, In particular pJasmid DNA. More particularly it concerns the production of bacterial 
plasmid DNA to be used In gene therapy, in the form of plasmid, minicircle supercoiled, loose or linear. 

(57) Ktri%€ 

La prfsente invention conceme la prfparation d'ADN, notamment plasmidlque. Elle conceme plus paiticuHftiement la production 
d*ADN plasmidique bact^rien qui soil utilisable en thtopie g6nique, sous la forme de plasmide, de minicercle surenn>uI6, rel&ch6 ou 
lindaire; 
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PROCEDE DE PRODUCTION ADN THERAPEUTIOUE 

La presente invention conceme la preparation d'ADN, noiamment 
plasmidique. Elle conceme plus particulierement la production d*ADN plasmidique 
bacterien qui soil utilisable en therapie genique, sous la forme de plasmide. de 
5 minicercle surenroule, relache ou lineaire, et dont les proprietes immunogenes sont 
reduites voire supprimees. L' invention conceme egalement des microorganismes 
utilisables pour la production d* ADN, ainsi que des compositions pharmaceutiques. 

La therapie gfinique consiste a corriger une deficience ou une anomalie en 
introduisant une information g6n6tique dans la cellule ou I'organe affect^. Cette 

10 information peut fitre introduite soit in vitro dans une cellule extraite de Torgane ei 
ensuite reinjectee dans Torganisme, soit in vivo , directement dans le tissu vise. 
S*agissant d*une molecule de haut poids moleculaire et de charge negative, TADN a 
des difficultes pour traverser spontanement les membranes cellulaires 
phospholipidiques, Differents vecteurs sont done utilises afin de permettre le 

15 transfert de gene : les vecteurs viraux d*une part, les vecteurs chimiques et/ou 
biochimiques, naturels ou synthetiques, d'autre part. Les vecteurs viraux (retrovirus, 
adenovirus, virus ad6no-associ6s,...) sont tr6s efficaces, notamment pour le passage 
des membranes, mais presentent un certain nombre de risques tels que la 
pathogenicite, la recombinaison, la replication, Timmunogenicite, ... Les vecteurs 

20 chimiques et/ou biochimiques permettent d'eviter ces risques (pour revues, voir 
Behr, 1993, Gotten et Wagner, 1993). Ce sont par exemple des cations (phosphate de 
calcium, DEAE-dextran,,..) qui agissent en formant des precipit6s avec TADN, 
lesquels peuvent etre "phagocytes" par les cellules. II peut egalement s*agir de 
liposomes dans lesquels TADN est incorpore et qui fusionnent avec la membrane 

25 plasmique. Les vecteurs synthetiques de transfert de genes sont generalement des 
lipides ou des polymeres cationiques qui complexent TADN et forment avec lui une 
particule portant des charges positives en surface. Ces particules sont capables 
d'interagir avec les charges negatives de la membrane cellulaire, puis de franchir 
celle-ci. On peut citer comme exemples de tels vecteurs le 

30 dioctadecylamidoglycylspenmine (DOGS, TransfectamTM) ou le chlorure de N-[l- 
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{2,3-dioleyloxy)propyI].N,N.N.trimethylammoniuni (DOTMA, LipofectinTM). Des 
proteines chimeres ont aussi ete developpees : elles sont constitutes d*une partie 
polycationique qui condense TADN, Itee a un ligand qui se fixe sur un recepteur 
membranaire et entraine le complexe dans les cellules par endocytose. II est ainsi 
5 thferiquement possible de "cibler" un tissu ou certaines populations cellulaires, afin 
d'ameliorer la biodispcnibilite in vivo du gene transf6r6. 

Les plasmides utflises actuellement en therapie genique portent generalemem 
(i) une origine de replication, (li) un gene marqueur tel qu'un gene de resistance a un 
antibiotique (kanamycine, ampicilline...) et (iii) un ou plusieurs transgenes avec des 
10 sequences necessaires a leur expression (enhanceur(s), pronioteur(s), sequences de 
polyadenylation,..). Ge type de plasmides est par exemple utilise actuellement en 
thferapie genique au niveau d'essais cliniques tels que le traitement de melanomes, 
Nabel £LaL. 1992, ou au niveau d*etudes experimentales. 

L'utilisation d'ADN plasmidique en therapie genique pose toutefois un 
15 certain nombre de problemes. 

En particulier, cela implique la possibility de produire des quantites 
importantes d'ADN de purete pharmacologique. En effet, dans ces techniques de 
therapie genique, le medicament est constitue par TADN meme et il est essentiel de 
pouvoir fabriquer. dans des quantites adaptees, des ADN ayant des proprietes 
20 appropri^es i un usage therapeutique chez Thomme, A cet egard, differentes 
methodes de production et/ou purification ont ete decrites dans Tart anterieur, 
permettant d'ameliorer la qualite de TADN plasmidique (PCT/FR95/01468; FR96 
03519). 

Par ailleurs, Tutilisation d'ADN porteur de genes de resistance a des 
25 antibiotiques ou d'origines de replication fonctionnelles peut egalement presenter 
certains inconvenients. lies notamment i leur dissemination dans Torganisme. 
Differentes approches ont egalement ete developpees pour limiter ces inconvenients 
(PCT/FR96/Q0274. FR95 10825), 
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Un autre incx)nvenient des ADN plasmidiques utilises jusqu'a present reside 
dans leur origine. II s'agit en effet de molecules produites essentiellement dans des 
organismes procaryotes (bacteries) ou eucaryotes inferieurs (levures), qui possedent 
potentiellement des motifs immunogenes chez rhomme. Les proprietes 
5 immunologiques de TADN sont encore assez peu connues. UADN bacterien chez la 
souris conduit i) a la synthese d'anticorps reconnaissant TADN bacterien double brin 
et simple brin ayant permis rimmunisation mais ne reagissant pas avec TADN 
double brin mammiftre, ii) i la stimulation de la production de macrophages et 
cytokines (D. Pisetsky "the Immunologic Properties od DNA" J. Immunol. 156 

10 (1996) 1). La macromolecule ADN est anisi dite immunogene. Par ailleurs, une 
macromolecule peut aussi conduire a une stimulation du systeme immunitaire sans 
etre immunogene (par exemple corps etranger conduisant a une reponse immxmitaire 
a mediation cellulaire). Les premieres evidences suggerant que TADN bacterien 
conduit a une reponse immunitaire ont ete decrites par Pisetsky^ et coll. (1991 J. 

15 Immunol. 147 pl759). lis ont montre que I'ADN de trois espdces bacteriennes peut 
stimuler la proliferation de lymphocytes de souris alors que I'ADN extrait de trois 
espies animates ne conduit pas a cette stimulation. Puis» Yamamoto et coll. (1992 
Microbiol. ImmunoL 36 p983) ont observe que TADN bacterien de six especes 
conduit dans les cellules de rate de souris BALB/c i une augmentation de Vactivite 

20 NK "natural killer" et i Tinduction de la production d'interferons. Mais 1*ADN extrait 
de dix especes vertebrees ne conduit a aucune de ces reponses. En outre, Krieg et 
colL ont decrit en 1995 (Nature vol374 p546) qu'un fragment d' ADN genomique de 
Exoli induit in vitro la proliferation de cellules B murines et la secretion 
d'immunoglobulines IgM, alors que ce meme ADN bacterien, traite in vitro avec une 

25 CpG m6thylase, n'induit pas une telle rfeponse. Krieg et coll. ont aussi indique qu'en 
presence d'ADN non m^thyle, Tinterferon g est produit, et agit comme facteur 
costimulant de la differentiation des cellules B en modulant la production d'IL-6 par 
les cellules B (Krieg et coll. 1996 J. Immunol. 156 p558), De plus un oligonucleotide 
possedant un motif CpG non methyle et encadre en 5* par 2 purines et en 3* par 2 

30 pyrimidines conduit in vivo a une secrfetion coordonnee des interleukines IL-6 et IL- 
12, et d'interferons g par les cellules NK(IFN-g), les cellules B (IL-6 et IL-12) et les 
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lymphocytes T CD4+( IL-6 et IFN-g) (Kiieg et coll. 1996 Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 93 p2879). 

L'ADN plasmidique utilise jusqu'a ce jour en th^apie genique est 

essentiellement produit dans des cellules procaryotes. et presente done un profil de 
5 methylation comparable a celui de I'ADN genomique bacterien. II a en outre ete 

deraontre que I'ADN plasmidique qui a ete injecte dans le muscle ou dans le foie. 

puis extrait. conserve le profil de methylation procaroyte (Wolf et coll. 1992 Hum. 

Mol. Genet.l p363; Malone et coll. 1995 J. Biol. Chem. 269 p29903). De ce fait. 

I'ADN plasmidique bacterien utilise presente un potentiel de stimulation du systdme 
10 immimitaire important. 

II serait done particulierement avantageux de pouvoir disposer d'ADN 
plasmidique ayant des propriet^s immunologiques reduites. voire supprimees. II 
serait egalement particulierement avantageux de pouvoir disposer d'un precede 
permettant de produire. a une Echelle compatible avec une utilisation industrielle, 
15 des ADN plasmidiques de ce type. 

La presente invention apporte une solution a ces probl^mes. La demanderesse 
s'est en effet interessee aux proprietes immunogenes de I'ADN bacterien. La 
demanderesse a maintenant mis au point un procM6 permettant de produire des 
ADN plasmidiques de qualite pharmaceutique. potemiellemem depourvus d'effets 
20 immunogtoes indfisirables. U demanderesse a Egalement montr6 que la methylation 
de certains residus de d'ADN permettait de reduire le potentiel immunogene des 
ADN plasmidiques. sans affecter leur capacite de transfecter des cellules et d'y 
exprimer un acide nucleique d'interet. 

Un aspect de I'invention est de preparer des ADN, notamment plasmidiques. 
25 de qualite therapeutique. Selon un autre aspect, la presente invention concerhe 
I'utilisation en therapie genique d'ADN plasmidique methyle sur les cytosines des 
dinucieotides 5'-CG-3\ Un troisieme aspea de Tinvention est relatif a des 
compositions pharmaceutiques comprenant des ADN plasmidiques mfethyles. 
L'invention conceme encore un ptocede de methylation in vivo d'ADN par 
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expression d*une methylase. L' invention dans d'autres aspects, est relative a des 
cassettes d'expression^ des microorganismes hotes utilisables pour la methylation, la 
preparation de compositions therapeutiques, et des methodes de transfer! de genes. 

Un premier objet de I'invention conceme done un procede de production 
5 rfADN utilisable en therapie genique caracterise en ce que ledit ADN est produit 
dans une cellule contenant une cassette d'expression d*une ADN methyltransferase 
permettant de methyler les residus cytosine des dinucl6otide 5'-CG-3'. 

La presente invention conceme done la production d'ADN, notamment 
plasmidique, methyle sur les residus cytosine des dinucleotides 5*-CG-3*. 

10 La methylation d'ADN plasmidique in vitro est documentee dans la 

litterature (Adams et coll. 1992 FEBS Letters 309 p97 ; Doerflerl994 FEBS Utters i 
344 p251 ; Komura et coll. 1995 Biochim. Biophys. Acta 1260 p73). Cependant, ce 
mode de methylation rfest'pas envisageable pour la production industrielle de 
plasmide qui serait utilise en therapie genique. Un procede de production d'ADN 

15 plasmidique doit en effet permettre de produire de fagon reproductible des quantites 
de plasmides importantes et homog^nes et de purifier cet ADN par des methodes 
acceptables pour un usage pharmaceutique. II est bien clair qu'un ADN methyle in 
vitro peut-etre plus ou moins relach6 de lot h lot (Doerflerl994 FEBS Letters 344 
p251) et que les quantity produites sont limitees. 

20 La presente invention montre maintenant qu'il est possible de methyler un 

plasmide d'interet directement au cours de la production, en coexprimant dans la 
cellule hote le gene codant pour une methylase. La presente invention montre 
egalement que, selon ce proc6de, des quantites importantes et homogenes de 
plasmide methyle peuvent 6tre produites et TADN plasmidique methyle peut etre 

25 purifie selon des precedes deja decrits. La demanderesse a egalement demontre, de 
maniere avantageuse, que TADN plasmidique ainsi methyle conserve la capacite de 
transfecter des cellules cibles et, le cas ech£ant, de s'y repliquer. De maniere 
particulierement remarquable, la demanderesse a encore demontre que TADN 
plasmidique ainsi methyle peut, in vivo, exprimer des acides nucleiques d'interet. 
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De nombreuses todes renforcen, ea effet Vi^ que rhypenn«hyl.<ion es, 
corrflee avec I'iriubition o» ftoactivauon d« p«>™>.eurs el que des prom«euB 
.c.iv«n»,t tn.»ori« «>«. souven. hypo-ou non r^^- ^•»»^' 
promoteufi, viraux. si le p»mo.eur urdif E2A du gSnorae de I'adinovim de 2 

5 .a entiimnen. m4ftyl4 sur les dinucl«o«es S'-CG-S'. d«.s les ..llule. 
^.^onnies d. I«n»«r HEl, non miftyll d»s les cellules ^nsfonnles de 
MmsKt HE2: le gine E2A «. »lende»c dm HEl « .«nscri. d»s HE2 <W. 
Doerfler 1995 Curt. Top. Microbiol. Immmol. 197 p209). Un a»« exemple est 
d^cri. par Kohn e. coll. (1994 ftoc. Nad. Acad. Sci. USA 91 p2567) qui montten. 

,0 que rabsence d'exp«ssion a partr du vecB^ rettovira. LTR uansdui, dans des 
cellules souches hto,a«>poiWqu=s es. asscci^ » la m«hyla,ion ia ^- I>'inhibi„on 
de rexp^ssion d^un gene rappor«ur. sous le contt61e d'un p«.nK,»ur viral, lorsque 
ce g4ne es. in^odui. en uansfecrton «,nsi«.ire par un ptasmid. m«byle in idttD a 
egaleben. *.e d4n>onuee (Adan,s e, coll. 1992 FEES Uners 309 p97 •. Do«f,« 

,5 1994 FEBS Letters 344 p251 ; Ko«ur, « coll. 1995 Biochim. Biophys. Acu 1260 
p73) Par ailleurs. Rarin « coll. (pr«n«e) on. mon,r6 que 1. pro,no<«.r du gine 
eodan.pourl.thymidi„eldnasederhe,p4ssimplexde.yf»I«celuidug4necodan, 

pour la n,e«lloftioneine de souds son. inacdfs lors d expression tt.nsi«>ire d«>s les 
ceUules de souris L e. les cellules murines ,era,ocarci«on,es F9 si ces promo.eurs 
20 sontraW>yl4ssurlesdin«d*otides5'-CG-3'. 

L. p«s«.« invention dtei. done pour la pren>ifee fois un p«>cM* permeton. 
1. production d'ADN plasmidique m*.hyle. homogine « con>,.«ble .v«= una 
utilisation uidustrielle. e. dtoontre la possibili.4 d'udliser ce we ^ P>«mide pour 
,expr«sic« de g«nes in vi.ro, ex vivo ou in vivo, noummen. dans des appl«auons 
25 de therapie genique. 

Le procJde selon I'invention peu. Stre n.is en oeuvre dans differenB wes 
d'ho.esceUulaires.Ils.agi.n«amme„ <de.ou..ceUulenon.humaine..3Se„«el|e.^^ 
depourvue d un sys*ne de m^ftylation des cyosines des di„ucleo,ides 5 .CO-3 . 
L'absence de m*U,ylation peu. le risuHa. de .'absence d'aoUvi^ enzyma-rque 
30 appropri^e. due soi. i una expession insufHsan.e d'un correspondan., so., a 



li 

m 
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Tabsence dudit gene. II s'agit preferentiellement de cellules procaryotes ou 
eucaryotes simples. 

Avantageusement, Thote cellulaire est une bacterie. Parmi les bacteries» on 
peut citer plus preferentiellement Rcoli, subtilis. Streptomvces, Pseu^jQfflonas (L 
5 putida . £. aeruginosa) , Rhizobium mS^M, AgTObaCterium tumefaciCTS, 

Staphylococcus msm^* Streptomvces pristinaespiralis* EnterocQCcus £a£dum ou 

Clostridium . On peut aussi utiliser des entercbacteries telles que Salmonella 
tvphimurium. Klebsiella pneumoniae. Enferobacter agrQgCTes> grwinia carQtQVQra 

ou Serratia marcescens . Preferentiellement, Thote cellulaire utilisfe est un organisme 
10 non pathogene et permet de produire des quantites d'ADN plasmidique importantes 
et homogenes, A titre d'exemple particuHerement prefere, on utilise E. coli . 

Le precede de Tinvention permet la production d'ADN de qualitE 
therapeutique. » 

L'ADN peut etre toute molecule d*ADN» simple-brin ou double-brin, lin6aire 
15 ou circulaire. replicative ou non, integrative ou non, sous la forme de plasmide, de 
minicercle surenroule, relache ou lineaire. Dans la suite du texte, TADN sera 
egalement reference ADN plasmidique ou plasmide TG (pour plasmide utilisable en 
therapie genique). 

Les plasmides TG generalement utilises en therapie genique portent 
20 essentiellement (i) une origine de replication, (ii) un ou plusieurs acides nucleiques 
d'interet (gene therapeutique) avec des sequences necessaires i leur expression 
(enhanceur(s), promoteur(s), sequences de polyad^nylation...). et eventuellement (iii) 
un gene marqueur. 

Le choix de I'origine de replication est principalement determine par Thote 
25 cellulaire utilise pour la production.. II peut s*agir d*une origine de replication issue 
d'un plasmide du groupe tfincompatibilite £ (exemple = pRK290) qui permet la 
replication dans les souches d' E. coli pol A . Plus generalement, il peut s'agir de toute 
origine de replication issue d'un plasmide se repliquant dans les cellules procaryotes 
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ou eucaryote inferietires, Ce plasmide peut etre un derive de pBR322 (Bolivar et al., 
Gene 2 (1977) 95), un derive de pUC (Viera et Messing. Gene 19 (1982) 259), ou 
d'autres plasmides derivant du meme groupe d'incompatibilite, c*est-a-dire de ColEl 
ou de pMBl par exemple, Ces plasmides peuvent etre choisis par ailleurs dans 
5 d'autres groupes d'incompatibilite se repliquant chez Rscherichia cnlt. II peut s'agir 
de plasmides derives de plasmides appartenant aux groupes d'incompatibilite A. B, 
FI, ni. nil, nV. hi. H11, II, 12, K, L, N, of, P, Q, T. U, W, X, Y, Z ou 9 par 
example. D'autres plasmides peuvent encore etre utilises, parmi lesquels des 
plasmides ne se repliquant pas chez mais chez d'autres hotes tels que 

10 siM^f Streptomvces . P. putida . R aeniginosa, RhjziQbium msliloti, AgTQbacterium 
ttimefaciens . Staphylococcus aureus, StreptOmyC^S pristinaespiralis, EnteroCQCCUS 
faecium ou Clostridium . A titre preferentiel, on utilise les engines de replication 
issues de plasmides se repliquant chez E. coli . Selon ime variante particuliere, 
I'origine de replication peut etre une origine conditionnelle, c*est-a-dire dont 

15 Tactivite depend de la presence de facteurs en trans. L'utiHsation de ce type 
d'origine de replication evite la replication de TADN plasmidique apres 
administration, par exemple chez Thomme (FR95 10825). 

Parmi les genes marqueur on peut citer un gene de resistance, notamment a 
un antibiotique (ampicilline» kamamycine, geneticine, hygromycine, etc), ou tout 
20 g&ne confSrant a la cellule une fonction qu*elle ne possede plus (par exemple un gene 
qui a et6 delate sur le chromosome ou rendu inactif). le gSne sur le plasmide 
r^tablissant cette fonction. 

Selon un mode de realisation particulier, TADN plasmidique comporte des 
sequences permettant d'eliminer, apres la phase de production, toutes les regions 
25 essentiellement non-th6rapeutiques (Origine de replication, gene marqueur. etc). Une 
approche particulierement avantageuse pour generer ce type de molecule 
(minicercles) a ete decrite dans la demande PCT/FR96/00274. 

L'ADN plasmidique selon I'invention est preferentiellement une molecule 
d'ADN double-brin comportant un ou plusieurs acides nuclfeiques d'interet avec des 
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sequences n&cessaires a leur expression. Selon un mode prefere. il s'agit d'une 
molecule circulaire, replicative ou integrative. Avantageusement, I'ADN 
plasmidique contient essentiellement un ou plusieurs acides nucleiques d'interet avec 
des sequences necessaires a leur expression (miniplasmide). 

5 L'acide nucleique d'interet peut etre tout acide nucleique (ADNc, ADNg. 

ADN synthetique ou semi-synthetique, etc) dont la transcription et eventuellement la 
traduction dans une cellule generent des produits ayant un interet therapeutique, 
vaccinal, agronomique ou veterinaire. 

Parmi les acides nucleiques ayant des proprietes therapeutiques, on peut citer 

10 plus particuli^rement les genes codant pour des enzymes, les derives sanguins, les 
hormones, les lymphokines : interleukin'es, interferons. TNF, etc (FR 9203120), les 
facteurs de croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de 
synthese, les facteurs trophiques : BDNF, CNTF. NGF. IGF, GMF, aFGF, bFGF, 
NT3. NTS, etc; les apolipoproteines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125). la 

15 dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de 
tumeurs : p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour 
des facteurs impliques dans la coagulation : Facteurs VII, VIII. IX, etc, les genes 
suicides : Thymidine kinase, cytosine desaminase, etc; ou encore tout ou partie d'une 
immunoglobuline naturelle ou artificielle (Fab, ScFv, etc), un ARN ligand 

20 (W091/19813) etc. Le gene therapeutique peut egalement etre un gdne ou une 
sequence antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de controler 
I'expression de g^nes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent par exemple etre transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires 
d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 

25 decrite dans le brevet EP 140 308. 

L* acide nucleique d'interet peut aussi etre un gene vaccinant, c*est-a-dire un 
gene codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez I'homme ou 
Tanimal une reponse immunitaire, en vue de la realisation de vaccins. II peut s'agir 
notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus 
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fflV. du virus de I'Wpatite B (EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, ou encore 
sp^cifiques de tumeure (EP 259 212). 

Generalement, dans les plasmides. I'acide nucleique d'int6ret therapeutique. 
vaccinal, agronomique ou vet6rinaire contient egalement une region promotrice de la 
5 transcription fonctionnelle dans la cellule ou Torganisme cible (i.e. les mammiferes. 
en particulier Thomme). ainsi qu'une region situee en 3', et qui specific un signal de 
fin transcriptionnelle et un site de polyad6nylaUon. Concemant la region promotrice, 
il peut s'agir tfune region promotrice naturellement responsable de I'expression du 
gene consid6r6 loisque celle-ci est susceptible de fonctionner dans la cellule ou 
10 I'organisme concemfes. II peut 6galement s'agir de regions d'origine differente 
(responsables de I'expression d'autres proteines. ou meme synth^tiques). Notamment. 
il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par exemple. 
il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de la cellule cible. Parmi 
les promoteurs eucaryotes. on peut utiliser tout promoteur ou sequence d&rivke 
15 stimulant ou reprimant la transcription d'un g&ie de fagon sp6cifique ou non. 
inductible ou non. forte ou faible. II peut s'agir en particulier de promoteurs 
ubiquitaiies (promoteur des genes HPRT. PGK. a-actine. tubuline. etc), de 
promoteurs des filaments intermediaires (promoteur des genes GFAP, desmine. 
vimentine. neurofilaments, kferatine. etc), de promoteurs de g&ies thSrapeutiques (par 
20 exemple le promoteur des gfenes MDR. CFTR. Facteur VIII. ApoAI. etc), de 
promoteurs sp4cifiques de tissus (promoteur du gfene pynivate kinase, villine. 
proteine intestinale de liaison des acides gras. a-actine du muscle lisse. etc) ou encore 
de promoteurs repondant a un stimulus (recepteur des hormones st&oides. recepteur 
de I'acide retinoique. etc). De meme. il peut s'agir de sequences promotrices issues 
25 du genome d'un virus, tel que par exemple les promoteurs des genes ElA et MLP 
d'ad&iovirus. le promoteur precoce du CMV. ou encore le promoteur du LTR du 
RSV ou du MMTV. etc. En outre, ces regions promotrices peuvent €tre modififees 
par addition de sequences d'activation. de regulation, ou permettant une expression 
tissu-specif ique ou majoritaire. 
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Par ailleurs, le gene d^interet peut egalement comporter una sequence signal 
dirigeant le produit synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette 
sequence signal peut etre la sequence signal naturelle du produit synthetise, mais il 
peut egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctiomielle, ou d'une sequence 
5 signal artificielle. 

Selon Tacide nucleique d*interet, les ADN plasmidiques methyles de 
I'invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses 
pathologies, incluant les maladies g6n6tiques (dystrophic, fibrose cystique. etc), les 
maladies neurodegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc)» les cancers, les 

10 pathologies liees aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les 
pathologies liees aux infections virales (hepatites. SID A, etc), ou dans les domaines 
agronomique et veterinaire. etc. lis sont particulierement avantageux pour le 
traitement des pathologies dans lesquelles une expression durable sans reaction 
immunologique est souhaitee, notamment dans le domaine des maladies genetiques, 

1 5 neurodegeneratives et cardiovasculaires. 

Comme indique ci-avant. le procede selon I'invention utilise une cellule hote 
contenant une cassette d'expression d'une ADN methyltransferase permettant de 
methyler les residus cytosine des dinucleotide 5*-CG-3\ 

Apres synthese de TADN. certaines purines et pyrimidines sont modifites 
20 chimiquement, par exemple par methylation. Ainsi, la 5-methylcytosine ou la N^- 
methyladenine entrent dans la composition de certains ADN. Ces modifications ont 
lieu a I'aide d'AJDN methyltransferases. de maintieh ou ds flfiXQ, qtii transfdrent un 
groupe methyle de la S-adenosyl-L-methionine a des residus adenine ou cytosine qui 
peuvent etre situes a des positions specifiques dans les sequences. Par exemple, chez 
25 £. £Qli deux ADN methyltransferases sont bien connues, TADN methyltransferase 
dam, qui methyle les residus adenosine au sein des sequences 5'-GATC-3', et I'ADN 
methyltransferase dcm, qui methyle le second residu cytidine des sequences 5*- 
CCAA'GGO*. D'auu-es ADN melhylases ont ete etudiees chez les bacteries, qui 
methylent un residu contenu dans un site de reconnaissance d'une enzyme de 
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action. Par example, I'e^zyme M. H»II n-^y'' rtsidu cyu>su,e d»s 

la sequence 5*-CCGG-3*. 

U plupart des «Karyo«s simpte et <1« invertebtfa conliennent ^Utivemen. 
peu de S-mWylcytosine « de N6-m6*,l«ienine. Cependan. la naSthylation de bases 
5 cb= ICS vegans es. plus impomnte « dans ce cas la 5.>n**ylcy.osine est la pl»s 
W,u«>« des bases mSU-yl^es. E„ e«.. plus d. 95 pour cen. des groupes m6U,yle de 
VADN des vertebres se «>uve sur les r4sidus C des tare, dinudfetides S'-CG-S' (la 
Sequence de 0.8 % de 5'-CG-3' sur les sequences man,mifkes est trts faible b,en 
cue le pour^ntage e„ GC soit en moyemte de 40% e. qu'un am.„gen.e« non b,a.se 
,0 conduirah i un. frequence de 4% de r-CQ-V). Et, plus de 50 p«ur cent de 
des dinucleotides peuvent Itre m«.hyl«s. Difftrentes Evidences suggerem 
nue le degt* de mithylation de ceruines sequences conuinant le dtadfetide S'-CG- 
puisse toe un facteur detenninant d.ez les man,n,,fSres dans la ttgulation de 
rexptession de genes pa«icu.iers, nnactivation du ob^n^osome X. I'cncpgehese 
,5 (1993 ia DNA methylau™: Molecular Biology and Biological Significance. Eds ^ 
e. Saluz), e. encore des ntaladies MrMitaires (Bates e, coll. 1994 BioEssays .6 
p277). 

U presente invention utilise un. cassette d'expression d'une ADN 
^thyltransflrase pennettan. de „»thy.er les residua cytosine sur les dinucleotides 
^ 5'.CG.3'. De ce fait, au sens de la presente invention, ADN "■e*y>-^^- 
particulieremen. ADN methyle s,. les «sidus cytosine des dinuCeobdes 5 -CG- . 
Avanugeusement, .'ADN n,«hy..«nsfitase utilisee ntethyle prefe^nttellemen, es 
residus cytosi.^ des din»=leo,ides 5'-CG-3>, c'est-a-dite .'.ffecte querent pas les 
.sidus adenine, ni les residus cy«=sine qui sont presents dans un con«xte dtftaent 
» des d^uclecides 5--C0.3'. Avantageusen^ent. on entend par ADN plasnndrque 
^,le ^ ADN plasmidique don. au moins 50 % des residus cytosute ^ 
dinudeoUdes S'-COO' son. me^yles. Plus pr4ferentieUemen. au n,oins 80 %. 
avantageusement 90 % desdits r«dus sont mSthyles. 
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La methylation de I'ADN plasmidique peut etre verifi66 de differentes 
manieres. En particulier, elle peut etre controlee en digerant les preparations 
plasmidiques par des enzymes de restriction dont la coupure n*est pas possible si le 
residu cytosine du dinucleotide 5-CG-3*. contenu dans le site de coupure, est 
5 methyle. On peut citer par exemple les enzymes de restrictions Hpall. AatH, BstBI. 
La methylation peut egalement etre determinee par chromatographie. Ainsi, la 
quantite de plasmide non methyle presente dans la preparation de plasmide methyle a 
ete quantifiee de la fagon suivante : au plasmide non methyle non diger6 sont ajoutes 
1 % ou 5 % de plasmide non m6thyl6 et totalement dig6r6 par Hpa ll. Ces 
10 echantillons, ainsi que le plasmide methyle digere par Hpa ll. sont analyses par 
chromatographie liquide echangeuse d'anions et detection a 260 nm, ce qui permet 
de separer et quantifier I'ADN non digere de TADN digere. On constate que le 
plasmide methyle contient moins de 5 % d*ADN plasmidique non methyle, 
autrement dit que plus de 95% de T ADN plasmidique est methyle. 

15 Avantageusement. le procede de I'invention est caracterise en ce que TADN 

methyltransferase methyle preferentiellement les residus cytosine des dinucleotide 
5'-CG-3\ 

Avantageusement, dans le procede selon Tinvention, plus de 50% des residus 
cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de TADN plasmidique sont methyles. Encore 
20 plus preferentiellement, plus de 80 %, particulierement plus de 90 % des residus 
cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de TADN plasmidique sont methyles. 

Plusieurs ADN methyltransferases mammiferes permettant de methyler les 
residus cytosine sur les sequences contenant tout dinucleotide 5'-CG-3' ont ete 
caracterisees et les gfines correspondant ont ete clones, par exemple celle de la souris 
25 (Bestor et coll. 1988 J. Mol. Biol. 203 p971) ou celle de T homme (Yen et coU. 1992 
Nucl. Acids Res. 20 p2287), Ces enzymes ont un poids moleculaire compris entre 
135 et 175 kD. EHes methylent I'ADN hemimethyle beaucoup plus rapidement que 
le non methyle. suggerant que ce sont des methylases de maintien (Smith 1994 
Progress in Nucleic Acid Research and Molecular Biology 49 p65). L' enzyme 
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homologue chez E. coH n'existe pas. Par centre la methylase M. SssI de SpifQplasma 
methyle exclusivement et completement les residus cytosine de tout dinucleotide 
5'-CG-3' avec une vitesse comparable, quelque soit le substrat hemimethyle ou non 
m6thyle (Razin et coll. 1992 FEES letters 313 p243; Baker et coil. 1993 Biochim. 
5 Biophys. Acta 196 p864). Cette enzyme a 6t6 isolee a partir de la souche 
Spiroplasma sp. MQl. Son poids moleculaire est de 42 KD et le ghne a ete clone et 
surexprime chez E. coli (Razin et coll. 1990 Nucl. Acids Res. 18 pi 145 et 
EP0412676A1 derwent 91045812). 

Preferentiellement, I'ADN methyltransferase est choisie parmi la methylase 
10 M.SssI. la methylase de souris et la methylase humaine. Avantageusement, on utilise 
la methylase M.SssI. 

La cassette d'expression de I'ADN methyltransferase comprend generalement 
un acide nucleique codant pour une ADN methyltransferase pennettant de methyler 
les residus cytosine des dinucleotide 5*-CG-3' sous le controle d'un promoteur. Le 

15 promoteur utilise a cet effet peut etre tout promoteur fonctionnel dans la cellule hote 
choisie^ A cet egard, il peut s'agir d'un promoteur tel que defini ci-avant. S'agissant 
d'hotes ccllulaires procaryotes, on peut citer plus particulierement les promoteur de 
Toperon lactose (Plac). de Toperon tryptophane (Ptrp). les promoteurs hybrides 
Plac/Ptryp. le promoteur Pl ou Pr du bacteriophage lambda, le promoteur du gene 

20 tetA (in Vectors 1988 pl79 Rodriguez et Denhardtediteuis), etc. 

Dans un mode de realisation prefere, on utilise im promoteur different de 
celui tesponsable de Texpression de lacide nucleique d'interet dans I'ADN 
plasmidique. U est tout particulierement avantageux d'utiliser un promoteur 
inductible, permettant de controler Texpression de la methylase. Le promoteur 
25 inductible peut etre par exemple le promoteur du bacteriophage T7 ou le promoteur 
Plac, 

Avantageusement, la cassette d'expression contient egalement des signaux de 
fin de transcription (terminatcurs transcriptionnels), tels que des terminateurs 
ribosomaux. 
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La cassette d'expression de 1' ADN methyltransferase peut etre portee par un 
vecteur replicatif , ou etre integree dans le genome de la cellule hote. 

S'agissant d*un vecteur replicatif, on utilise avantageusement un vecteur 
compatible avec le plasmide TG, c'est a dire capable de co-resider dans la meme 
5 cellule. Deux plasmides differents peuvent se repliquer dans la meme cellule si le 
controle de la replication de chaque plasmide est different. Ainsi des plasmides 
compatibles appartiennent a deux groupes d*incompatibilite. Or il existe environ 30 
groupes d'incompatibilite de plasmides se repliquant chez les enterobacteries (Maas 
et coll. 1988 Microbiol. Rev. 52 p375). De ce fait, il existe de nombreuses 

10 possibilites pour repliquer deux plasmides dans la meme cellule et plusieurs 
exemples sont decrits dans la litterature. On peut citer par exemple la coreplication 
des plasmides derives de ColEl avec les plasmides ayant pour replicon R6K ou 
pl5A ou RSFlOlO ou RK2 ; on peut encore citer la coreplication des plasmides 
derives de RK2 avec des plasmides derives de R6K ou RSFlOlO ou pSa ou ColElda 

15 Vectors 1988 p287 Rodriguez et Denhardt editeurs). Cette liste n'est pas limitative et 
d'autres exemples sont encore decrits dans Vectors 1988 p287 Rodriguez et 
Denhardt editeurs. Avantageusement, le vecteur replicatif utilise presente un nombre 
de copies different dans la cellule hote que le plasmide TG. Ainsi, le veaeur portant 
le g^ne codant pour la methylase. dont ^expression peut etre inductible, est a faible 

20 nombre de copies (deriv§ par exemple de pACYC184 ou RK2), alors que le 
plasmide TG est i haut nombre de copies (derive de ColEl). On peut aussi doner 
dans le plasmide TG une sequence permettant de former avec un oligonucleotide 
approprie tine sequence triple helice de telle sorte que le plasmide TG peut etre 
separe de Tautre plasmide par une purification d'aff inite. 

25 La cassette d'expression de TADN methyltransferase peut egalement etre 

integree dans le genome de la cellule hote. L* integration peut etre realisee par 
recombinaison homologue, dans la mesure ou la cassette d'expression est encadree 
par des fragments adjacents d'un gene» non essentiel, du genome de I'hdte et clonee 
sur tm plasmide ne pouvant se repliquer dans I'hote considere. Ce plasmide peut etre 

30 i) un d6riv6 de ColEl dans une souche de cdi polA ^ <Gutterson et coll. 1983 
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 p4894); ii) un deriv6 thermosensible de pSClOl dans 
une souche quelconque de £• fiOU (S. Kushner et coll. 1989 J. Bacteriol. 171 p4617) ; 
iii) un vecteur suicide tel que M13mplO dans les souches de £. csjii SUp"*" (Blum et 
coll. 1989 J. Bacteriol. 171 p538) ou encore iv) un plasmide ne comportant que 
5 I'origine g de R6K dans toute souche de £. fioli depourvue du gene pir (Filutowicz et 
coll. 1994 Prog, in Nucleic Acid Res. and Mol. Biol. 48 p239). 

La cassette d'expression peut etre introduite dans la cellule hote avant, apres 
ou en meme temps que I'ADN plasmidique. S'agissant d'une cassette integrative, 
elle est generalement introduite avant, et les cellules contenant ladite cassette sont 
10 selectionnees et utilisees pour la production de I'ADN plasmidique. 

Un aspect particulier de I'invention est d'exprimer le gene codant pour la 
methylase M. SssI dans des cellules bacteriennes (notamment E. coli) contenant un 
plasmide TG. Comme indique dans les exemples, ledit plasmide est alors methyle 
sur les cytosines des dinucleotides 5'-CG-3'. Plus specifiquement, le plasmide TG 
15 est transforme dans une souche de E- £Qli msA IDCCB DdnaC-mn) contenant deja 
un plasmide portant le gene codant pour la m6thylase M- Sssl et compatible avec le 
plasmide TG. Au cours de la croissance de la bacterie les deux plasmides coresidant 
se r6pliquent et sont methyles (Gotschlich et al. 1991 J. Bacteriol. 173 p5793). 

L'ADN plasmidique ou la cassette d'expression peuvent etre introduits dans 
20 la cellule hote par toute technique connue de I'homme du metier (transformation, 
transfection. conjugaison, electroporation. pulsing, precipitation, etc). La 
transformation peut notamment etre effectuee par la technique de transformation au 
CaCl2 (Dagert et Ehrlich, Gene 6 (1979) 23). ou celle mise au point par Hanahan et 
al. U.Mol.Biol. 166 (1983) 557) ou toute technique d6riv6e de celle-ci (Maniatis et 
25 al., 1989). ainsi que par 61ectrotransformation (Wirth et al., Mol.Gen.Genet. 216 
(1989) 175) ou par TSB (Transformation and Storage Buffer; Chung et coll. 1988 
Nucleic Acids Res. 16 p3580). Voir egalement les techniques generales de Biologie 
Moleculaire ci-aprfes. 
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L'ADN plasmidique methyle selon 1 'invention peut ensuite etre purifie par 
route technique connue de Thomme du metier (precipitations, chromatographies, 
centrifugations, dialyse, etc). Dans le cas particuHer de I 'utilisation d'un vecteur 
d'expression de la methyltransferase replicatif. le plasmide TO doit en outre etre 
5 separe dudit vecteur. Differentes techniques peuvent etre utilisees. basees sur les 
differences de taille ou de masse des deux plasmides. ou sur la digestion du vecteur 
au niveau de sites de restriction presents uniquement dans le vecteur et pas dans le 
plasmide TG. Une methode de purification particulierement avantageuse repose sur 
la I'af finite entre une sequence specif ique presente sur le plasmide TG et un 
10 oligonucleotide immobilise. Cette purification triple-helice a ete decrite en detail 
dans les demandes FR96 03519 et FR94 15162, qui sont incorporees a la presente 
par reference. 

Un resultat particulierement avantageux de 1 'invention est que I'ADN 
plasmidique methyle dans les conditions de I'invention conduit i I'expression du 
15 gene sous le controle du promoteur aussi bonne que celle obtenue avec le mdme 
ADN plasmidique non methyle. Cet ADN plasmidique methyle ne devrait pas 
entrainer la stimulation immunitaire associee aux ADN bactdriens et possWe done 
un avantage certain pour etre utilise en therapie genique non virale. 

Les ADN plasmidiques m6thyl6s selon I'invention peuvent Stre utilises dans 
20 route application de vaccination ou de therapie genique et cellulaire. pour le transfert 
d'un gene a un organisme, un tissu ou une cellule donnee. En particulier. elles 
peuvent 6tre utilisees pour une administration directe in vivo, ou pour la 
modification de cellules in vilEQ ou fix vivQ, en vue de leur implantation a uh patient. 
A cet egard, les molecules selon I'invention peuvent etre utilisees telles quelles (sous 
25 forme d'ADN nu), ou en association avec differents vecteurs chimiques et/ou 
biochimiques, synthetiques ou naturels. 11 peut s'agir notamment de cations 
(phosphate de calcium. DEAE-dextran,...) qui agissent en formant des precipites 
avec I'ADN. lesquels peuvent etre "phagocytes" par les cellules. II peut egalement 
s'agir de liposomes dans lesquels la molecule d'ADN est incorporee et qui fusionnent 
30 avec la membrane plasmique. Les vecteurs synthetiques de transfert de genes sont 
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generalementdes lipides ou polymeres cationiques qui complexent I'ADN et forment 
avec lui une particule portant des charges positives en surface. Ces particules sont 
capables d'interagir avec les charges negatives de la membrane cellulaire, puis de 
franchir celle-ci. On peut citer comme exemples de tels vecteurs le DOGS 

5 (TransfectamTM) ou le DOTMA (UpofectinTM). Des protelnes chim^res ont aussi 
6t6 d6veloppees : elles sont constitutes d'une partie polycationique qui condense 
I'ADN. liee a un ligand qui se fixe sur un recepteur membranaire et entraine le 
complexe dans les cellules par endocytose. Les molecules d'ADN selon I'invention 
peuvent egalement 6tre utilisees pour le transfert de gknes dans des cellules par des 

10 techniques physiques de ttansfection telles que le bombardement. I'electroporation. 
etc. En outre, pr^alablement S leur utilisation thirapeutique. les molecules de 
I'invention peuvent ^ventuellement etre linearisees par exemple par coupure 
enzymatique. 

A cet egard. un autre objet de la presente invention conceme toute 
15 composition pharmaceutique comprenant un ADN plasmidique methyle tel que 
defini ci-avant, Cet ADN peut etre nu ou associe a un vecteur chimique et/ou 
biochimique de transfection. Les compositions pharmaceutiques selon I'invention 
peuvent Stre foimulees en vue d'administrations par voie topique. orale. parenterale. 
intranasal. intraveineuse. intramusculaire. sous-cutanee, intraoculaire. 
20 transdermique. etc. De preference, la molecule d'ADN est utilisee sous une forme 
injectable ou en application. Elle peut Stre mtlangte k tout vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour 
une injection directe au niveau du site a traiter. II peut s'agir en particulier de 
solutions steriles. isotoniques. ou de compositions seches. notammem lyophilisees. 
25 qui. par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique. permettem 
la constitution de solutes injectables. II peut s'agir noumment de tampons Tris ou 
PBS dilues dans du glucose ou du chlorure de sodium. Une injection directe de 
I'acide nucleique dans la region atteinte du patient est int6ressante car elle permet de 
ooncentrer I'effet therapeutique au niveau des tissus affectfes. Us doses d'acide 
30 nuciaque utilisles peuvent 6tre adaptles en fonction de differents paramStres. et 
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notamment en fonction du gene, du vecteur. du mode d'administration utilise, de la 
pathologie concemee ou encore de la duree du traitement recherchee. 

La presente invention sera plus compl^tement decrite a I'aide des exemples 
qui suivent, qui doiventetre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

5 LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1. Carte du plasmide pXL2784 

Figure 2. Carte de restriction du plasmide pXL2784 

Figure 3 . Profil de digestion des plasmides l-pXL2784, 2-pXL2784 methyle. 
3-pXL2784+pArr2 methyl6s et 4-pAIT2-- methyle. digeres par les en2ymes A-AalH. 
10 B-laBI, C-Hindin. D-Hpall. E-£cqRI (M est le marqueur de poids moleculaire 
1KB ladder). 

TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE ET DE BIOLOGIE 
MOLECULAIRE 

Les methodes classiques de biologie moleculaire telles que la centrifugation 
15 d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de c6sium-btomure d'ethidium. les 
digestions par des enzymes de restriction, I'electrophorese sur gel. I'electroelution 
des fragments d'ADN a partir de gels d'agarose, la transformation dans £. coli. la 
precipitation des acides nucleiques etc. sont decrites dans la litterature (Maniatis si 
M.. 1989, Ausubel £l al-. 1987). Les sequences nucleotidiques ont ete daerminees 
20 par la methode de terminaison de chaines en suivant le protocole deja presente 
(Ausubel filal.. 1987). 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New-England Biolabs 
(Biolabs). Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham Ltd (Ametsham). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille sur des 
25 gels d'agarose i 0.7 % ou d'acrylamide a 8 %. purifies par electrophorese puis 
electtoelution. extraits au phenol, precipites a I'ethanol puis incubes dans un tampon 
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Tris-HCl pH 7.4 50 mM. MgCl2 10 mM. DTT 10 mM. ATP 2 mM. en presence 
d'ADN ligase du phage T4 (Biolabs). Les oligonucleotides sont synth6tis& en 
utilisant la chimie des phosphoramidites proteges en b par un groupement 
cyanoethyl (Sinha fit al-. 1984. Giles 1985) avec le synthetiseur automatique d'ADN 
5 Applied Biosystems 394 DNA/RNA Synthesizer en utilisant les recommandations 
du fabricant. 

Us milieux de culture LB et 2XTY sont utilises pour la partie 
bacteriologique (Maniatis fit al-. 1989). 

Les ADN plasmidiques sont purifies egalement suivant la technique de lyse 
10 alcaline (Maniatis £l al-. 1 989). 

EXEMPLES 

Exemple 1. Description du plasmide TG 

De nombreuses cassettes d'expression eucaryote porttes par des plasmides 
r6plicatifs chez la bacterie £. soli sont connues de Vhomme de I'att. Ces cassettes 

15 peuvent exprimer des gfenes raporteurs comme le gene codant pour la b-galactosidase 
de E.coii. ou la chloramphenicol ac6tyltransferase du transposon Tn9. ou la 
luciferase, ou des genes d'intSrSt en th^rapie g^nique. Ces cassettes comportent un 
promoteur qui peut etre viral ou eucaryote. ces syst^mes d'expression peuvent Itre 
tissu specifique et/ou inductible ou bien avoir une ubiquity d'expression. La cassette 

20 utilisee dans cet exemple comprend le gene lasL codant pour la luciferase de Eholiims 
pSialiS et le promoteur pCMV. promoteur/enhanceur intermediaire du 
cytomegalovirus humain. Le gene kc possede 4,78% de dinucleotides 5'-CG-3'. et 
le promoteur viral pCMV 5 %. Ces pourcentages sont done eleves par rapport a la 
fr^uence faible de 0.8 % de 5'.CG-3' sur les sequences mammif^res. En presence 

25 d'une methylase (telle que le methylase M. Sssl ou les CpG m&thylases endogenes 
aux mammiferes). le promoteur pCMV et le gene peuvent ette done hautement 
rriethyles. 
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Cette cassette d'expression a ete clonee dans le plasmide replicatif chez £. 
coli pXL2784 dont la carte est presentee sur la figure 1. Le plasmide a une taille de 
6390 bp et comporte 5,8 % de dinucleotides 5*-CG-3'. Le plasmide pXL2784 a ete 
construit a partir du vecteur pXL2675 (2.513 kb), replicon minimal de ColEl issu de 
5 pBluescript (ORI) et ayant pour marqueur de selection le gene du transposon Tn^ 
codant pour la resistance a la kanamycine. Le plasmide pXL2784 contient aussi une 
sequence TH (GAA)i7 pouvant se Her a im oligomere (CTT)n ou n=l a 17, pour 
generer localement une structure triple helice et permettre une purification par 
affinite, Le plasmide pXL2784 possede le locus ssL (382 bp) issu de ColEl ; le locus 

10 £££ contient une sequence site specifique des recombinases XerC/XerD et conduit a 
la resolution de dimeres de plasmides (Summers et coll. 1988 EMBO J. 7 p851). Le 
transgene clone sur ce plasmide pXL2784 est une cassette d*expression (3,3 kb) du 
gene Jiic codant pour la luciferase de Photinus pyralis (provenant de pGL2 basic de 
Promega) sous controle du enhanceur/promoteur pCMV cytomegalovirus humain 

1 5 (provenant de pcDN A3 d *Invitrogen). 

Example 2 : Construction d'une cassette d*expression d'une ADN 
methyltransferase 

Get exemple decrit la structure d'une cassette d'expression de la methylase 
M. Sss I de Spiroplasma sp. MQL II est entendu que le meme principe peut etre 
20 applique a la construction de cassette d'expression de toute autre enzyme selon 
['invention. 

La cassette d'expression utilisee comprend le gfine codant la methylase M. 
Sss I de Spirnplasma sp. MQl qui est exprime sous le controle du promoteur plac. 
Ainsi. en presence IPTG (isopropylthio-b-D-galactoside) la methylase est synthetisee 
25 et active (Gotschlich et al. 1991 J. Bacteriol. 173 p5793). 

Cette cassette est presente dans le plasmide pAIT2, qui a pour replicon le 
pACYC184 et porte en outre le gene du transposon TnSfli codant pour la resistance 
a la lividomycine, permettant la selection des cellules hotes transformees. 
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Exemplc 3. Production d'ADN plasmidique pXL2784 mahyle aux 
residus cytosine des dinudtotides 5'-CG-3'. 

Le plasmide pXL2784 est methyle sur les cytosines de tons les dinxicleotides 
5'-CG-3' avec la methylase M. de Spimplasma sp. MQl. Le mode de 
5 m^thylation selon I'invention utilise cette enzyme et le plasmide est methyle au cours 
de la production chez la bacterie. 

Pour cela, la souche de £. coli ER 1821 dont le genotype est P 1" sodAl lllL 
i 5aipE44 mcrA5 n(n]p-- hsdRMS -mcrB) 1-: :ISlfl. et portant le plasmide pAIT2, est 
transformee par la methode TSB (Transformation and Storage Buffer; Chung et coll. 

10 1988 Nucleic Acids Res. 16 p3580) par le plasmide pXL2784. Les transformants 
sont selectionnfe sur milieu LB contenant de la kanamycine 50 mg/1 et de la 
lividomycine lOOmg/1 afin de selectionner le pXL2784 qui porte le gene du 
transposon Tn5 codant pour la resistance a la kanamycine et le pAIT2 porte le gene 
du transposon Tnm codant pour la resistance i la lividomycine. Lorsqu'un 

15 transformant ER1821. pAIT2. pXL2784 est cultive en milieu LB kanamycine 
50mg/l + lividomycine 100 mg/1 + IPTG 2.5 mM h 37 'C pendant 15 heures. I'ADN 
plasmidique extrait est m6thyl6. 

La methylation est verifiee en digerant les preparations plasmidiques par les 
enzymes de restrictions HpaH. AalH. BstBL L'integritfe et la presence des deux 

20 plasmides sont verifiees en digerant ces preparations par les enzymes de restrictions 
Hindlll et EcoRI. voir figure 2. Les enzymes de restrictions Hpall. AalH. EstBI sont 
trois enzymes dont la coupure n'est pas possible si le rfeidu cytosine du dinucltotide 
5'-CG-3'. contenu dans le site de coupure. est methyl^. Sur le promoteur pCMV sont 
localises quatre sites de reconnaissance de AalH ; sur le gene luc sont cartographies 

25 deux sites de reconnaissance de EstBI et onze sites de reconnaissance de Hjall : ce 
dernier enzyme coupant le plasmide pXL2784 en 30 fragments. Sur la photographic 
du gel d'agarose colore au bromure d'ethydium (figure 2). on constate qu'avec la 
preparation plasmidique pAlT2+pXL2784 m^thylee ou avec la preparation 
plasmidique pXL2784 methylee et purifi^e par chromatographie d'affinite (voir 
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exemple 4) aucime digestion n'a lieu avec les enzymes Hpa ll, AiUH. BsBI alors que 
les digestions par les enzymes Hindlll et EcoRI conduisent bien au profil anendu 
d'apres la carte de restriction. Les digestions controles par les enzymes Hpall, AatH* 
BstBI du plasmide pXL2784 presentent le profil escompte d'apres la carte de 
5 restriction. 

Ces resultats demontrent que TADN plasmidique extrait est methyle, sur les 
residus cytosine du dinucleotide 5'-CG-3\ Ces resultats montrent en outre que la 
methylation conceme plus de 90% de ces cytosines. 

Exemple 4. Utilisation de plasmides methyles pour le transfert de 
10 materiel genetique 

Get exemple demontre que TADN plasmidique methyle selon I'invention 
conserve sa capacite de transfecter des cellules, de s'y repliquer. et d*y exprimer un 

i 

gened'interet. 

A protocole d e preparation des solutions utilisees pour la transfectipn 
15 Deux lots de plasmides sont utilises pour des etude comparatives : 

a) lepXL2784. 

b) le pXL2784 methyle. 

Le plasmide pXL2784 methyle est obtenu sous forme d'un melange avec le 
plasmide pAIT2 qui en a assur6 la m§thylation aprSs co-transformation bacterienne. 
20 Un fractionnement par chromatographie d'affinite a ete realise pour purifier le 
plasmide d'interet et la technique utilisee est decrite dans la demande N** FR 
94tl5162. Une etape de dialyse centre du NaCl 0,15M peut etre realisee pour 
eliminer le tampon qui constitue la phase d'elution de la colonne. 

Lx)rsque le plasmide pXL2784 est utilise en reference il est purifie selon le 
25 meme protocole que celui decrit ci-dessus. 
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Dans cet exemple la vectorisation de TADN est assurfe par un Hpide 
cationique, RPR120535A, appartenant a xine serie decrite dans la demande de brevet 
N** FR 95 13490. II est entendu que tout autre vecteur de transfert chimique ou 
biochimique peut etre utilise. 

5 Les solutions de transfection sont preparees a partir d*un melange volume a 

volume d'ADN a 30 jjtg/ml et de solution aqueuse de lipide cationique RPR 120535 a 
90 nM ; le ratio lipide cationique/ADN est done de 3 nanomoles lipide cationiqu^^g 
ADN. Apres homogeneisation au vortex et incubation d'au moins 15 minutes a 
temperature ambiante les solutions ADN/lipofectant sont distributes a 4,8% (V/V) 
10 final dans les puits ou les cellules ont ete lavees par du milieu depourvu de proteines 
(serum) et remises en croissance pendant le temps de la transfection en milieu 
depourvu de serum. 

B protocole de transfection 

Des echantillons de I.IQS cellules INIH3T3 (fibroblastes de souris) et Hela 
15 (carcinonie uttrin humain)] en phase exponentielle de croissance sur 2 cm2 (500nl 
de milieu sans serum/puits) sont traites par 25 ^1 de solution de transfection ce qui 
correspond a I'apport de 0,375 ^ig d'ADN/LlO* cellules. Apres une incubation de 
2theures a 37*C sous 5 % de C02 en atmosphere humide le milieu de croissance est 
supplemente par du serum de veau foetal a 8 % final (V/V). 

20 A 40 heures post-transf ection les cellules sont lavees par du PBS et lysees par 

un tampon contenant du Triton X-100 a 1 % el du DTT 2mM. L'activite luciferase 
exprimee est dosee par remission de lumifere [RLU = relative light unit] en presence 
de luciferine. coenzyme A et ATP pendant 10 secondes et rapportee au mg de 
proteines extraites par le tampon de lyse. 

25 Ci^siiMS 



Les resultats obtenus selon les conditions decrites ci-dessus figurent dans le 
tableau suivant. 
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Cellule 


Cellules NIH 3T3 


Cellules Hela 


Plasmide 


PXL2784 


PXL2784CH3 


PXL2784 


PXL2784CH3 


purifiS par 
chromatographie 
d'af finite 


2,0.1010+/- 
4% 


2,2.1010+/. 
10% 


3,1.108 +/- 
15% 


1.7. 108 +/. 
11% 


et dialyse 


2.3.1010+A 
21% 


3,1.1010+/. 
10% 


3.8.108 +/. 
14% 


2.4. 108 +/- 
7% 



Activity enzymatique en RLU/10 secondesAng prot6ine (coefficient de 
variation % [3 experiences de transfection par resultat] 



Compte tenu des coefficients de variation obtenus pour ce type d'experiences 
nous pouvons conclure qu'il n'existe pas de differences significatives quant a 
5 Texpression des deux plasmides utilises dans les memes conditions de transfection. 
De plus I'activite luciferase obtenue est du meme ordre de grandeur pour les deux 
etapes de purification consid^rees. 
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RKVENPICATIONS 

1. Precede de prcxiuction d*ADN utilisable en therapie genique caracterise en 
ce que ledit ADN est produit dans ime cellule contenant une cassette d'expression 
d'une ADN methyltransferase permettant de methyler les residus cytosine des 

5 dinuclfeotide 5'-CG-3\ 

2. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que la cellule est une 
cellule procaryote. 

3. Proc^de selon la revendication 2 caracterise en ce que la cellule est une 
bacterie. 

10 4. Precede selon les revendications 1 a 3 caracterise en ce que la cassette 

d 'expression est portee par un vecteur replicatif. 

5. Precede selon les revendications 1 a 3 caracterise en ce que la cassette 
d'expression est integree dans le genome de la cellule. 

6. Precede selon Time des revendications prec§dentes caracterise en ce que la 
15 cassette d'expression comprend un acide nucleique codant poiu* une ADN 

methyltransferase permettant de mSthyler les residus cytosine des dinucleotide 5'- 
CG-3' sous le contrdle d'un promoteur. 

7. Precede selon la revendication 6 caracterise en ce que le promoteur est un 
promotexir inductible. 

20 8. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que TADN 

methyltransferase methyle preferentiellement les residus cytosine des dinucleotide 
5^CG-3\ 

9. Precede selon la revendication 8 caracterise en ce que TADN 
methyltransferase est chotsie parmi la m^thylase M.SssI. la mJ^thylase de souris et la 
25 methylase humaine. 
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10. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que plus de 50 % des 
residus cytosine des dinucleotide 5*-CG-3' de TADN plasmidique sont methyles. 

11. Precede selon la revendication 1 caracterise en ce que plus de 80 % des 
residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de TADN plasmidique sont mEthyles. 

5 12. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que plus de 90 % des 

residus cytosine des dinucleotide 5'-CG-3' de I'ADN plasmidique sont mEthyles. 

13. Utilisation d'un ADN plasmidique pour la prEparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement thErapeutique ou diagnostic du corps humain 
ou animal, caracterisfee en ce que plus de 50 % des residus cytosine des dinucleotide 

10 5'-CG-3' de I'ADN plasmidique sont methyles. 

14. Utilisation d'un ADN plasmidique pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement therapeutique ou diagnostic du corps humain 
ou animal, caracteris^e en ce que plus de 80 % des residus cytosine des dinucleotide 
5'-CG-3' de I'ADN plasmidique sont methyles. 

15 15. Utilisation d'xm ADN plasmidique pour la preparation d'tme composition 

pharmaceutique destinee au traitement therapeutique ou diagnostic du corps humain 
ou animal. caract6ris§e en ce que plus de 90 % des residus cytosine des dinucleotide 
5*-CG-3' de I'ADN plasmidique sont methyles. 

16, Procede de preparation d'lme composition pharmaceutique destinee au 
20 traitement thtopeutique ou diagnostic du corps humain ou animal comprenant les 
etapes suivantes : 

- la production d'ADN par culture d'une cellule comprenant ledit ADN et 
une cassette d'expression d'une ADN methyltransferase permettant de methyler les 
residus cytosine des dinucleotides 5'-CG-3\ 

25 - la recuperation dudit ADN, et, 

- le conditionnement dudit ADN avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 
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17. Proc6d§ selon la revendication 16 caracterise en ce que I'ADN 
ADN plasmidique comprenant un acide nucleique d'interet therapeutique. 

18. Proc&l6 selon la revendication 16 caracterise en ce que I'ADN 
minicercle comprenant un acide nucl6ique d'int^rfit th&apeutique. 

19. Composition comprenant un ADN bacterien dont au moins 50 
rfesidus cytosine des dinucltotide 5'-CG-3' sont m^thyles. 
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